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l.- Resumen

Los corales escleractineos han sido descritos como uno de los colectores de luz més
eficientes de la naturaleza. Sus propiedades dpticas derivan de la capacidad del esqueleto
coralino de esparcir la luz incidente, incrementando la probabilidad y eficiencia de
absorcion de luz de los dinoflagelados simbiontes. No obstante este esparcimiento no es
selectivo, por lo que incrementa también la probabilidad de absorcion de radiacion
ultravioleta (RUV <400 nm) y sus efectos negativos sobre los corales escleractineos. A
nivel molecular, el principal efecto es la formacion de dimeros de piridina de ciclobutano
(CPDs por sus siglas en inglés), lo que interfiere en la replicacion y traduccién de ADN. En
la presente investigacion se determind el dafio total ((dimeros/Mb)/ug) inducido por la
exposicion a RUV en organismos blanqueados y pigmentados del coral Orbicella
faveolata, mediante inmunodeteccion. La exposicion a RUV se hizo bajo condiciones
solares simuladas y naturales. Los resultados confirmaron que el dafio total inducido por la
RUYV es mayor en corales blanqueados que en corales pigmentados, poniendo en evidencia
la importancia del esparcimiento multiple sobre el esqueleto de coral en el incremento del
dafio al ADN vy el papel fotoprotector que juegan las células simbiontes para el holobionte
en ambientes someros tropicales con alta incidencia de RUV.
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I1.- Introduccion

Los corales hermatipicos son invertebrados marinos del filum Cnidaria, agrupados en el
orden Scleractinia, dentro de la clase Anthozoa. Se les consideran organismos coloniales,
puesto que estructuralmente, se encuentran organizados en unidades modulares repetitivas,
polipos, que poseen un alto grado de comunicacion interna (Smith 1948, Jordan Dahlgren
1993). Esta propiedad les confiere una serie de ventajas entre las que destacan: plasticidad
morfoldgica, crecimiento clonal vegetativo y la integracién funcional a través de la
translocacion de sustancias entre los pdlipos, constituyendo una unidad fisioldgica y
ecologicamente funcional (Jordan Dahlgren 1993).

Debido a sus altas tasas de calcificacion, los corales escleractineos son
fundamentales en la formacion de arrecifes (Veron 2000). Estructural y funcionalmente
brindan beneficios ecoldgicos, sociales y econdmicos a las poblaciones humanas (Moberg
and Folke 1999), como la proteccion costera de los efectos producidos por tormentas y
huracanes; su participacion en los ciclos biogeoquimicos, ademas de ser los responsables de
mantener el alto valor paisajistico de estos ambientes para la industria turistica (Done et al.
1996, Remoundou et al. 2009). Por otra parte, diversos estudios han propuesto que el
conjunto arrecifal posee tal diversidad biolégica que lo hace comparable con las selvas
tropicales (Reaka Kudla 1997).

A lo largo de 200 millones de afios, los corales escleractineos simbiéticos han sido
los organismos dominantes en aguas tropicales someras y oligotréficas (Stanley y Swart
1995). Su éxito ecoldgico se le atribuye principalmente a su asociacion con algas
unicelulares fotosintéticas del género Symbiodinium, que se alojan en los tejidos coralinos y
son capaces de transformar en materia orgénica la energia radiante proveniente del sol, en
longitudes de onda que van desde de los 400 nm a los 700 nm, conocida como radiacion
fotosintéticamente activa (PAR por sus siglas en inglés) (Trench 1979).

En corales simbidticos, una gran parte del carbono fijado durante la fotosintesis por
los simbiontes se integra al coral en forma de glicerol, glucosa o alanina, cubriendo del 90
al 100% de las necesidades metabolicas del hospedero (Muscatine 1967). El alga por su
parte aprovecha los desechos nitrogenados y el CO; del metabolismo de los corales
(Harland et al. 1992, Muscatine y Weis 1992).
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Por otra parte, la interaccion entre la luz y el esqueleto coralino provoca un campo
difuso de luz, incrementando la probabilidad y eficiencia de absorcion de un fotén incidente
por un pigmento, esta propiedad es denominada esparcimiento multiple y representa una
ventaja evolutiva para los corales en ambientes donde la disponibilidad de nutrientes es
reducida (Enriquez et al. 2005).

El esparcimiento multiple de la luz, ha permitido a los corales ser los organismos
mas eficientes en absorber la luz y utilizarla para el proceso fotosintético, (Enriquez et al.
2005). La eficiencia de utilizar la luz como recurso clave en un ambiente oligotrofico,
explica el éxito de estos organismos en ambientes pobres en nutrientes. No obstante, el
esparcimiento multiple no es selectivo pudiendo incrementar la eficiencia de absorcion de
luz de todas las longitudes de onda, sean benéficas como en el caso del PAR o nocivas
como la RUV, perjudicando sistemas biolégicos.

En ambientes tropicales someros donde la RUV es muy abundante, esto puede ser
una fuerte presion ambiental (Jokiel 1980, Lesser y Lewis 1996, Lesser y Farrel 2004). La
RUV se ha dividido en RUV-A (320-400 nm), RUV-B (280-320 nm) y la RUV-C (<280
nm), sin embargo, esta Ultima se considera ecologicamente irrelevante ya que es absorbida
por los componentes de la atmdsfera como el oxigeno y ozono (Whitehead et al. 2000).

Se han descrito un gran nimero de efectos adversos de la RUV sobre los sistemas
biologicos, considerando que el dafio puede ser directo, o indirecto como en el caso de la
formacién de radicales libres de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). En conjunto los
dafos causados ejercen un fuerte control sobre la estructura de la comunidad (Helbling et
al. 1992, Banaszak 2007, Dahms y Lee 2010). En comunidades coralinas por ejemplo, se
han desarrollado estudios de los efectos nocivos de la RUV sobre la epifauna coralina
(Jokiel 1980), asi como disminuciones de la tasa fotosintética y crecimiento de las
poblaciones de Symbiodinium (Jokiel y York 1982, Lesser y Shick 1989), de igual manera
se han observado decrementos en las tasas fotosintéticas en Pocillopora damicornis al estar
expuesta a RUV (Lesser y Lewis 1996). Por otra parte, se ha reportado inhibicion de la
reproduccion sexual en Acropora cervicornis (Torres et al. 2008). Durante la etapa
planular, las larvas coralinas permanecen en la superficie del agua, exponiéndose a altas
dosis de RUV diariamente (Banaszak y Lesser 2009), provocando disminuciones
considerables en la supervivencia (Gleason y Wellington 1995, Hader et al. 1998).
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A nivel molecular, la formacion de cis—syn dimeros de piridina de ciclobutano
(CPDs por sus siglas en inglés), o dimeros de timina, es la principal alteracion, que ocurre
hasta en un 80% de los casos. Sin reparacion, este dafio puede llegar a interferir con la
replicacion y traduccion de ADN (Banaszak 2007, Hader et al. 2007, Dahms y Lee 2010).
Al respecto, se ha descrito la formacion de CPDs en corales intactos bajo condiciones de
luz simuladas y naturales por medio de inmunodeteccion, concluyendo que la formacion es
dependiente de la dosis (Anderson et al. 2001) y que el estrés térmico puede ser un factor
que contribuya a su formacion (Lesser y Farrell 2004, Fitt et al. 2009).

Si bien son multiples y letales los efectos nocivos de la RUV, los organismos,
ademas de mecanismos de reparacion, han desarrollado mecanismos para protegerse de esta
radiacion, en especial aquellos que se encuentran mas expuestos a ella. Dichas estrategias
implican el uso de bloqueadores de RUV, ya sean fisicos, o quimicos, como la sintesis de
compuestos con capacidad de absorber radiacion en longitudes de onda de la RUV
(Banaszak y Neale 2001). Los compuestos mas conocidos producidos por algas marinas y
bacterias son las micoesporinas parecidas a aminoacidos (MAAs, por sus siglas en inglés).
Estas poseen un pico de absorcién entre los 309 nm y los 360 nm; no obstante, poseen nula
absorcion en la region del PAR. Se ha sugerido que en los organismos simbiontes estos
compuestos son sintetizados por los organismos fotosintéticos y de alguna manera
traslocados a los hospederos (Banaszak y Trench 1995). Shibata (1969) fue el primero en
descubrir estos componentes en los corales, y hasta la fecha se han identificado en estos 11
de los 20 MAA s registrados (Banaszak 2003).

A pesar de la importancia de la RUV, todavia no se ha explorado el efecto de la
interaccion de la RUV con el esqueleto, y sus repercusiones al tejido coralino. Por este
motivo, la presente investigacion pretende evaluar el papel que juega la amplificacion de la
RUV debido al esparcimiento multiple, mediante la cuantificacion del el dafio inducido al
ADN en Orbicella faveolata ademas de estimar la importancia de la presencia de
simbiontes como agentes fotoprotectores. Esto permitiria arrojar nueva luz sobre la
magnitud del impacto de la RUV sobre los corales escleractineos, especialmente durante

los eventos de blanqueamiento.
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I11.- HipGtesis

Debido a la disrupcion de la simbiosis a causa del blanqueamiento coralino, el hospedero se
vuelve vulnerable a los efectos inducidos por la radiacion ultravioleta, por lo tanto se espera
que los corales blanqueados presenten mayor dafio en el ADN debido a la disminucién de
las densidades de Symbiodinium y por el efecto del esparcimiento multiple sobre la

superficie del esqueleto de coral.

V.- Objetivos
Comparar el dafio en el ADN de Orbicella faveolata inducido por radiacion ultravioleta
mediante la cuantificaciobn de dimeros de timina (CPDs) en corales blanqueados vy

pigmentados bajo condiciones de luz natural y simulada.

Valorar el papel del esparcimiento multiple y la pérdida de simbiontes como mecanismos

que incrementen dicho dafio.
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V.- Material y métodos

V.1.- Toma de muestras

Mediante buceo auténomo, se muestrearon tres colonias de 40 cm? (aprox.) de Orbicella
faveolata en la localidad conocida como “La Bocana” (Fig. 1) en el Parque Nacional
Arrecife de Puerto Morelos, perteneciente al Sistema Arrecifal Meso-Americano. Las
muestras se transportaron al laboratorio de la Unidad Académica de Sistemas Arecifales,
ICMyL, UNAM en donde se fraccionaron en piezas de aprox. 2 cm? y se colocaron en un
estanque con flujo continuo de agua de mar a 28° C para su aclimatacion hasta su uso
experimental. Para bloquear la exposicién de los organismos a RUV se colocaron placas de
acrilico (acrilico plexiglass UF-3). Asi mismo, se colocaron mallas de sombra para reducir
la luz incidente (400-750 nm) y simular las condiciones de la profundidad a la cual fueron
colectados. La temperatura del agua en los estanques fue monitoreada a través de
termdgrafos sumergibles (HOBO Data Logger UA-002-64) programados para tomar datos
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Figura 1.- Mapa del area de recolecta de Orbicella faveolata.
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V.2.- Induccién de blanqueamiento

Pasados siete dias en aclimatacion, 27 fragmentos de coral fueron sometidos a estrés
térmico con el fin de inducir un estado de blanqueamiento. Para dicho propdsito se
acondiciond un estanque con flujo continuo donde la temperatura del agua se incremento a
32° C (% 0.5° C) utilizando un calentador (Process Technology).

Para cuantificar el nivel de blanqueamiento se estimo la absorcion de luz a 675 nm a
partir de mediciones de reflectancia (Enriquez et al. 2005), utilizando el valor de
absorbancia de 0.2 como criterio de blanqueamiento. Los espectros de reflectancia se
midieron mediante un espectrometro (Ocean Optics USB 4000, USA) conectado a una fibra
Optica (diametro de 300 um) en un intervalo espectral de 280 nm a 750 nm. La fibra Optica
y la fuente de luz se colocaron con un angulo de inclinacion de 45° respecto a la superficie
del coral de acuerdo a lo descrito por Enriquez et al. (2005). Para determinar dichos
espectros se utilizd una combinacion de diferentes fuentes de luz: una lampara de UV-B y
UV-A para la parte del espectro que corresponde de 280 a 370 nm y una lampara de UV-A
y PAR para el resto del espectro (370-750 nm) (Fig. 2).
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Figura 2.- Espectros de las fuentes de luz utilizadas para las medidas de reflectancia. (A).- Combinacion de
lampara de UV-B y UV-A. (B).- Combinacion de ldmpara UV-A y PAR.
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V.3.- Exposiciones a RUV

Para determinar el incremento en la formacion de CPDs debido a la exposicion de los
organismos a RUV, se cuantificd el dafio en corales blanqueados y pigmentados expuestos
a dosis de RUV bajo condiciones simuladas y naturales.

V.3.1.- Exposicion a radiacién solar simulada

Por triplicado, corales pigmentados y blanqueados se expusieron por 2, 6 y 8 horas a RUV
mediante un simulador solar, el cual cuenta con una lampara de Xenon de 1000 W
conectado a una fuente de energia LPS-256 SM (Spectral Energy, USA).

Se determind la irradiancia emitida por el simulador solar, (RUV 300-400 nm) por
medio de un espectrémetro (Ocean Optics, USB 4000, USA) conectado a una fibra dptica
con un corrector coseno (Fig. 3A-C). Este sistema se calibr6 mediante una lampara LS-
Call (Ocean Optics). Durante la exposicion, la temperatura del agua se controld con un
termocirculador manteniéndola a 28° C.

G La exposicién a RUV durante los experimentos se cuantifico de acuerdo a la
ormula:

Exposicion de luz = E x At

En donde E es el nivel de irradiancia utilizado durante el experimento, y At es el tiempo de

exposicion.
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Figura 3.- Caracteristicas luminicas del simulador solar. (A).- Espectro de irradiancia del simulador solar.
(B).- Detalle de la porcion de RUV. (C).- Distribucion espacial de la irradiancia emitida por el
simulador solar (integrado 300 a 400 nm).

V.3.2.- Exposicion a radiacién solar natural

Para la exposicion a radiacion solar natural, se habilitaron dos estanques con flujo continuo

de agua de mar que se mantuvo a 28° C. Los estanques se cubrieron con placas de acrilico

transparente a RUV (acrilico plexiglass G UVT) y opaco a RUV (acrilico plexiglass UF-3)

para los corales control (Fig. 4). Nueve organismos blanqueados (n=9) y pigmentados

(n=9), por estanque se expusieron durante nueve horas a radiacion solar natural.
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Durante la exposicion, la irradiancia (PAR; 400-700 nm) se registrd cada cinco
minutos (promediando el valor por segundo durante un minuto) usando un sensor corregido
por coseno (Li-Cor, LI-192, USA). La cantidad de RUV (300-400 nm), se determind
mediante un espectrémetro (Ocean Optics, USB 4000) conectado a una fibra Gptica con un
corrector coseno, calibrado mediante una ldmpara LS-Call (Ocean Optics), registrando los
valores de rradiancia cada cinco minutos.
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Figura 4.- Espectros de transmitancia (%) de los filtros utilizados durante la exposicion a luz natural. Filtro
opaco al UV (linea continua) y filtro transparente al UV (linea discontinua).

V.4.- Extraccion del ADN y cuantificacion de CPDs

Después de exponer los organismos a RUV, los fragmentos fueron congelados con hielo
seco y etanol a -70° C, y una vez congelados fueron preservados a -70° C para su posterior
analisis. Con el fin de inhibir las ADNasas, los fragmentos de coral se sumergieron en 100
mM Tris pH 8, 100 mM EDTA, 500 mM NaCl y 1% Triton X-100. Posteriormente el tejido
se extrajo con aire a presion y bafer de extraccion (25 mM citrato de sodio, 5 mM EDTA).
El extracto se procesé con un homogeneizador de tejidos de vidrio y se centrifugd a 5000
rpm por 5 min. El precipitado se conservo para determinar la densidad de simbiontes y de
clorofila a (Chl a), mientras que el sobrenadante se incub6 durante una hora a 50° C con
tiocianato de guanidina (4 M), DTT (50 mM), Triton X-100 (1%) y proteinasa K (500
ug/ml concentracion final). La extraccion se realizd con fenol:cloroformo:alcohol

isoamilico (25:24:1), se precipitd con dos volumenes de etanol (100%), y posteriormente se

10


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

lavd con etanol al 70%. El extracto se resuspendi6 en 1 ml de solucion TE. Las
concentraciones de ADN se determinaron mediante un espectrofotometro NanoDrop (ND-
1000).

V.5.- Deteccion del dafio

El dafio al ADN se determind mediante inmunodeteccion, utilizando Southern blots en
donde las muestras de ADN 2000 ng) de los corales expuestos a RUV, se fijaron mediante
vacio a una membrana de nitrocelulosa Protan, utilizando un aparato Bio-Dot (Bio-Rad).
Las membranas se saturaron con 1.5% de gelatina en TBS-T (Tris Buffered Saline con 20%
Tween) durante una hora a 28° C. Los anticuerpos monoclonales (H3 de ratones, Sigma-
Aldrich), se agregaron directamente (1:10,000) y se dejaron incubar durante 16 horas. Las
membranas se lavaron con TBS-T por 5 minutos. El anticuerpo secundario (anti-raton
conjugado con la enzima fosfatasa alcalina) se incubd durante dos horas (1:5,000), y se lavo
por 5 minutos con TBS-T dos veces. La deteccion del primer anticuerpo, se efectud

mediante el empleo del kit Immun-Blot AP® (Bio-Rad). La membrana se escaned (Hp

Scanjet 4670) y la intensidad de color de cada punto se cuantificé determinando el nimero

de pixeles por unidad de &rea a traves de un programa de andlisis de imagenes (Image-J).

V.6.- Cuantificacion

La cuantificacién del dafio se realizd6 mediante curvas de calibracion, una por cada
membrana revelada, conformadas por diluciones seriadas (1:1) del plasmido pUC19 dafiado
en su totalidad, (Ver anexo I), determinando el nimero de dimeros mediante la ecuacion
que describe la relacion entre la intensidad de color (nGmero de pixeles) y la cantidad de
dimeros correspondiente a cada dilucion de plasmido (Fig. 5) (Modificado de Sinha et al.
2001).

11
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Figura 5.- Ejemplo de una curva de calibracion para la cuantificacién de dimeros de timina. (A).- Variacion
en la intensidad de color debida a la variacion en la cantidad de pUC19. (B).- Determinacion de la
ecuacion que explica modificaciones en el nimero de dimeros en funcién a la intensidad de color.

V.7.- Densidad de simbiontes y Chl a
El precipitado obtenido en la extraccién de ADN, se resuspendidé en 5 ml de agua de mar
filtrada y se homogeneizd. El extracto se dividié en dos alicuotas, una para conteo de
células, fijandolo con solucién de Lugol, y otra para determinacion de Chl a.

El conteo de células simbiontes se efectu6 mediante un microscopio y el empleo de
un hematocitometro, contando por triplicado cada muestra (Iglesias-Prieto et al. 1992). El

namero total de células por mililitro (Cml) se determind mediante la ecuacion:

Cml = (Tc)*(10000p)*(FD)

En donde Tc es el total de células contadas en el cuadrante W (ver anexo Il) y FD es el
factor de dilucidn.

Para determinar la concentracién de Chl a la alicuota, se centrifugd durante un
minuto a 10,000 rpm, desechando el sobrenadante y enjuagando la pastilla con agua dulce.
Posteriormente se agregd 50 ul de dimetil-sulféxido (DMSOQO) y se mezclé mediante un
vortex, se adiciond 950 ul de acetona fria (-20° C) y se homogeniz6 nuevamente. La

muestra se incubo a 4° C durante 12 horas. Pasado este tiempo, se centrifugé a 13,000 rpm
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(un pulso). La absorbancia del sobrenadante se midid, a 630 nm, 664 nm y 750 nm
mediante un espectofotometro, usando como blanco una solucion de acetona: DMSO (95:5,
v:V) Y la concentracion final de Chl a se determiné por medio de las ecuaciones propuestas
por Jeffrey y Humphrey (1975) para dinoflagelados.

[Chl a (mg/m'l)] =1143* (D664 - D750) -064* (Dego - D75o)

Se estandariz6 la concentracion de células simbiontes y de Chl a en funcion del &rea
coralina. El area de extraccion se determind por medio de la técnica del papel aluminio
(Marsh 1970).

V.8.- Andlisis de datos

Una vez comprobados los supuestos de normalidad, linealidad y homogeneidad de varianza
de los datos, se procedié a realizar pruebas t-student con el fin de determinar o dilucidar
diferencias entre corales blanqueados y corales pigmentados para la densidad de clorofila a
y la densidad de simbiontes.

Para cuantificar las posibles diferencias en la formacion de dimeros de timina entre
corales blanqueados y pigmentados, a lo largo del tiempo (exposicion a luz simulada) o
entre tratamientos (con RUV y sin RUV en el caso de la exposicién a luz natural), se
realizé un analisis de varianza de dos vias (ANDEVA); las diferencias entre los grupos se
observo mediante la prueba de comparaciones multiples de Tukey.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con un nivel de confianza del 95%,
utilizando el programa Statistica 7.0 y las graficas se elaboraron mediante el programa
Sigma Plot 10.0.
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V1.- Resultados

V1.1.- Espectros de reflectancia de corales intactos
Se determinaron los espectros de reflectancia de esqueletos de O. faveolata utilizando un
fragmento de teflon como un estandar de reflectancia, considerando que este reflejaba el
100% de la luz incidente. Las medidas de reflectancia se efectuaron en un rango de 750 nm
hasta 280 nm. Los espectros de reflectancia de esqueletos intactos, mostraron un
decremento monotonico a partir de los 750 nm hasta los 300 nm, a partir de esta longitud de
onda, el espectro describe un aumento hasta los 280 nm (Fig. 6).

Por otra parte, los espectros de reflectancia de los corales intactos, se determinaron
utilizando el esqueleto de coral como blanco. Se observé un espectro similar en el PAR al
descrito en trabajos anteriores (Enriquez et al. 2005), no obstante en la regién UV, la

minima reflectancia se identifico alrededor de los 324 nm.
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Figura 6.- Espectros de reflectancia de O. faveolata, en linea discontinua se muestra la reflectancia del
esqueleto y en linea continua un coral pigmentado, la linea vertical muestra el cambio de lamparas.

Por su parte, la trasformacion del espectro de reflectancia al de absorcién (Log
(1/R), Shibata 1956) de corales blanqueados (Fig. 7 A), mostr6é una disminucién del pico de
absorcion de la clorofila a a 675 nm, resultado del decremento en pigmentacién y de
simbiontes después del estrés térmico (t-student P < 0.05) (Fig. 7 C, D). Al igual que en el
PAR, se observo una disminucion en el pico de absorcién alrededor de los 324 nm, no
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obstante esta no fue tan draméatica como a 675 nm: en los corales blanqueados, la
absorbancia en el pico de clorofila a se redujo en un 94 % mientras que en el pico maximo
de absorbancia en el rango del UV se redujo en un 53 % (Fig. 7A), evidenciando la
presencia de pigmentos fotoprotectores en corales blanqueados.

Mediante la segunda derivada (transformada positivamente), se pudo detectar la
existencia de al menos dos picos de absorcion en el rango de la RUV. El mayor a 324 nmy
un pico secundario, menos definido, alrededor de 340 nm. El pico de absorcién secundario
que se observd en corales pigmentados alrededor de 340 nm, no fue tan evidente en corales

blanqueados (Fig. 7 B).
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Figura 7.- (A).- Comparacién de espectros de absorcion (Log (1/R)) de corales intactos pigmentados (linea
continua) y blanqueados (linea discontinua), la linea vertical muestra el cambio de lamparas. (B).-
Segunda derivada de 280 nm a 363 nm, los datos se encuentran transformados positivamente. (C).-
Densidad de células simbiontes en corales blanqueados y pigmentados. (D).- Densidad de clorofila a

en corales blanqueados y pigmentados. M - Corales Pigmentados,lj.- Corales Blangueados. (media
= D.E).
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V1.2.- Formacion de CPDs en O. faveolata

Durante la exposicion a la radiacion simulada, la formacion de dimeros de timina
[(Dimeros/Mb)/ug], tanto en corales blanqueados como en pigmentados, se incrementd
paulatinamente de 2 a 8 horas (Fig. 8, Tabla 1). EI nimero de dimeros resulté mayor en los
corales blanqueados, respecto a los corales pigmentados (ANDEVA P > 0.05) (Fig. 8 A).
No obstante, al comparar la formacion de dimeros entre estos grupos en los diferentes
tiempos de exposicion, las diferencias no resultaron significativas (Tukey P>0.005) (Fig. 8
B).
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Figura 8.- Formacion de CPDs en corales intactos blanqueados (simbolo blancos) y pigmentados (simbolos
negros). (media + D.E). (A).- Formacion de dimeros de timina promedio en corales blanqueados y
pigmentados. (B).- Formacion de dimeros de timina por exposicion.

Tabla 1.- Valores integrados de RUV durante las exposiciones a luz solar simulada (300 a 400 nm) y valores
promedio de formacidn de dimeros para corales blanqueados y pigmentados.

Horas de UV-B  [(Dimeros/Mb)/ug] [(Dimeros/Mb)/ug]

exposicion  (UW/cm?) Blanqueados Pigmentados
2 7.14 11.85 6.54
6 21.43 16.65 9.32
8 28.58 18.62 10.11
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La exposicion a radiacion natural se realizd el 22 de marzo del 2013, en general, la
radiacion solar mostr6 un comportamiento gaussiano, con maximos al medio dia solar de
1897.5 pmol.m™s™ para el PAR y de 1.1 W.cm™ para la RUV. Después de nueve horas, se
alcanzo una exposicion de 21.52 KJ (valor integrado de RUV-B) (Fig. 9, Tabla 2).
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Figura 9.- Comportamiento de la radiacion solar el dia de la exposicion. (A).- Radiacion ultravioleta (valor
integrado de 320 a 400 nm, en W.cm™). (B).- Radiacion fotosintéticamente activa (valor integrado de
300 a 750 nm).

Después de la exposicion a radiacion solar natural, se encontraron diferencias
significativas en la formacion de dimeros de timina entre corales blanqueados y
pigmentados, asi como entre los tratamientos (ANDEVA P<0.05); la formacion de CPDs
fue mayor en corales blanqueados respecto a los pigmentados en el estanque tratamiento
(con RUV) (Tukey P<0.005), no obstante no se encontraron diferencias entre los corales
blanqueados y pigmentados en el tratamiento control (sin RUV) (Tukey P>0.005) (Fig. 10,
Tabla 2).
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Figura 10.- Formacion de dimeros de timina en corales intactos del tratamiento y en corales control. . 8

Corales pigmentados, [ - corales blanqueados. Las letras muestran las diferencias significativas.
(media + D.E).

Tabla 2.- Valores integrados de RUV durante las exposiciones a radiacion solar natural (300 a 400 nm) y
valores promedio de formacién de dimeros para corales blanqueados y pigmentados.

Horas de UV-B  [(Dimeros/Mb)/ug] [(Dimeros/Mb)/ug]
exposicion (KJ) Blanqueados Pigmentados

9 21.52 20.27 8.19
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VI1.- Discusion

En la historia evolutiva de los corales, el mayor éxito ecoldgico de este grupo se ha
producido en zonas someras Y tropicales donde los organismos estan expuestos a grandes
radiaciones de luz UV (Banaszak y Lesser 2009). Una de las principales estrategias
descritas para contrarrestar los efectos nocivos de la RUV, es la presencia de compuestos
fotoprotectores conocidos como MAAs (Banaszak 2003, Banaszak et al. 2006). Los picos
de absorcion de estos aminoacidos varian en un rango de 309 a 360 nm, sin embargo, los
espectros de absorcién de estos son amplios (aproximadamente 40 nm a 50% de altura del
espectro), por lo que la proteccién que ofrecen es mayor que la descrita por los picos de
absorcion méxima, no obstante poseen una minima absorcion en el PAR (Banaszak 2003,
Banaszak y Lesser 2009).

En el presente trabajo se determind por medio de la transformacion del espectro de
reflectancia (Log 1/R) la presencia de estos compuestos, tanto en corales pigmentados asi
como los blanqueados (Fig. 7 A, B). Los picos de absorcion observados a partir del analisis
de la segunda derivada podrian corresponder a Microsporina-metilamina-serina (Amax 325
nm) y &cido paliténico (Palythenic acid) (Amax 337 nm) (Kobayashi et al. 1981, Teai et al.
1997). Sin embargo, no se pudo realizar la identificacién bioquimica de estos compuestos,
por lo que el andlisis espectral es una manera indirecta de evidenciar la presencia de MAAs
(Banaszak 2003).

Los resultados de este estudio indican, sin embargo, que en los corales blanqueados,
la presencia de MAAs no fue suficiente para proteger al hospedero de la formacion de
dimeros (Fig. 8 A, B); nuestros resultados confirman que la pérdida de simbiontes supone
un incremento en la formacion de CPDs en corales blanqueados, indicando que el principal
agente fotoprotector contra la radiacién ultravioleta que posee el hospedero lo constituyen
las mismas algas.

La formacion de dimeros de timina en el estanque control (sin RUV), por una parte
pudiera estar explicada por la produccion de ROS, producto de foto dafio en el aparato
fotosintético de las algas simbiontes ante un exceso de luz en el rango visible (Lesser
2006). Estas especies reactivas pueden haber sido traslocadas al hospedero (Lesser 1997).
Por otro lado, la actividad de la enzima involucrada en el principal mecanismo de

reparacion de CPDs, la fotoliasa (Brettel y Byrdin 2010) posee un rango de absorcién de
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370 a 420 nm (Sancar 2003), justo en el rango de absorcidon del filtro utilizado para
bloguear el efecto de la RUV en el estanque control (Fig. 4). Por tanto, bloquear la
presencia de UV en este rango pudiera haber ademas inhibido total o parcialmente la
actividad de la fotoliasa en los organismos control.

La presencia de un esqueleto que facilite el esparcimiento de PAR y con ello el
incremento en la eficiencia de absorcion, ha dotado a los corales de una ventaja evolutiva
que pudiera explicar que sean los organismos dominantes en aguas oligotroficas tropicales.
No obstante, el efecto del esparcimiento de RUV, involucra un incremento significativo en
la formacion de dimeros de timina. De acuerdo con el modelo propuesto por Enriquez et al.
(2005), la absorcion de luz que podria experimentar una particula pequefia, como el ADN,
sobre una superficie plana totalmente reflectora, estaria descrito de la forma:

Ec =E+2(R)

En donde Ec corresponde al incremento en la absorcion debido al esparcimiento, E
corresponde al valor de irradiancia de la fuente y R corresponde a la reflectancia de la
superficie. Si bien la superficie del coral es mucho mas compleja (por lo que se subestima
el verdadero valor de la absorcion), este modelo permite realizar una aproximacion del
incremento en la absorcion de RUV por parte del holobionte (Fig. 12), evidenciando la

importancia del esqueleto coralino.
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Figura 111.- Espectro del simulador solar en la regién ultravioleta (linea continua). Aproximacion del
incremento debido a la reflectancia del esqueleto coralino (linea discontinua).
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Enriquez et al. (2005) cuantificaron incrementos hasta de 5 veces ende la absorcion
de luz para la especie Porites branerri. En este trabajo no se ha podido cuantificar el efecto
del esqueleto sobre la amplificacion de la absorcion de luz UV, pero si sobre su impacto
negativo sobre el ADN del hospedero. El efecto del esqueleto en el esparcimiento multiple
de la luz ha proporcionado a los corales una ventaja evolutiva, pero adicionalmente los ha
conferido de una fragilidad inherente. En este sentido, la eficiencia en la absorcion de luz,
juega un doble papel, mientras que la porcion correspondiente al PAR es benéfica e
indispensable para la fotosintesis, la RUV es nociva. Esta propiedad del esqueleto coralino,
se vuelve particularmente importante en ausencia o reduccion de las densidades de
simbiontes (principal agente fotoprotector), provocando un incremento en la formacién de
dimeros, por la ausencia de simbiontes, y una amplificacioén del dafio al ADN por efecto del
esparcimiento maltiple de la RUV.

La presente investigacion es la primera que pone en evidencia el papel fotoprotector
de las algas simbiontes contra la RUV, incorporando un componente mas a los beneficios e
importancia de la relacion simbidtica entre corales y dinoflagelados. Por otro lado,
comprueba la fragilidad de los corales debida a la eficiencia con la que se absorbe la luz en
todas las longitudes de onda y en especial de la RUV.
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VII1.- Conclusién

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, demuestran que las altas densidades
de simbiontes actan como una capa fotoprotectora que reduce la disponibilidad de RUV
para el hospedero. Por lo que durante un evento de blanqueamiento, la pérdida de
simbiontes induciria un fuerte incremento de la absorcion de RUV por parte del hospedero,
aumentando la vulnerabilidad de éste ante los efectos nocivos de la RUV; como la
formacién de dimeros de timina en el ADN. La propiedad fotoprotectora de los simbiontes
cobra especial importancia ante el aumento en la frecuencia e intensidad de los eventos de
blanqueamiento, evidenciando que las adaptaciones de los corales a la RUV como la
presencia de MAAs, no seran suficientes para prevenir el dafio causado por la RUV en el

actual escenario de cambio global.
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Anexo I.- Exposicion de pUC19 a UV-C y determinacion de CPDs formados

Para la curva de calibracion, se realizé una exposicién del plasmido obtenido (pUC 19) a
RUV-C por 60 minutos, con el fin de garantizar la formacion del méximo numero de
dimeros de timina por plasmido. En la figura se muestra el espectro de la lampara de RUV-
C (izquierda), tomado a diferentes tiempos (15, 30, 45, y 60 minutos de exposicién), se
aprecia que el espectro de la lAmpara no cambia durante la exposicion. De igual manera, se

muestra, la curva del maximo dafio obtenido (derecha).
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Considerando, gque durante la exposicion se formé la maxima cantidad de dimeros posibles

en la estructura de pUC19, el nimero de dimeros de timina en las diferentes cantidades
(nanogramos) de plasmido utilizado, se determind de la siguiente forma:

Dimeros/Mb = [(M*T~T/ng)/2686]/10°

donde Dimeros/Mb es el namero de dimeros de timina por megabase, M es la cantidad de
ADN en nanogramos utilizada en la exposicion y TAT/ng es el namero de dimeros por
nanogramo. El nimero de dimeros por nanogramo de pUC19 se determiné mediante el
peso molecular del plasmido y la secuencia genética del mismo, esta se muestra a

continuacion.
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Secuencia de pUC 19 en negritas se resaltan los posibles espacios para la formacion de CPDs.

1 tcgegcegttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gecagetceeg gagacggtea
61 cagcttgtct gtaagcggat gccgggagcea gacaageccg tcagggegeg tcagegggtg
121 ttggcggotg tcggggctgg cttaactatg cggeatcaga geagattgta ctgagagtge
181 accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat gcgtaaggag aaaataccgce atcaggcgec
241 attcgccatt caggetgege aactgttggg aagggegate ggtgegggcec tettegetat
301 tacgccagct ggcgaaaggg ggatgtgetg caaggegatt aagttgggta acgccagggt
361 tttcccagtc acgacgttgt aaaacgacgg ccagtgaatt cgagctcggt acccggggat
421 cctctagagt cgacctgcag gcatgcaagc ttggcgtaat catggtcata getgtttcct
481 gtgtgaaatt gttatccgct cacaattcca cacaacatac gagccggaag cataaagtgt
541 aaagcctggg gtgcctaatg agtgagctaa ctcacattaa ttgegttgeg ctcactgecc
601 gctttccagt cgggaaacct gtcgtgccag ctgcattaat gaatcggeca acgcgcgggg
661 agaggcggtt tgcgtattgg gegcetcttee gettectege tcactgacte getgegeteg
721 gtcgttcgge tgcggegage ggtatcaget cactcaaagg cggtaatacg gttatccaca
781 gaatcagggg ataacgcagg aaagaacatg tgagcaaaag gccagcaaaa ggccaggaac
841 cgtaaaaagg ccgcgttgct ggegtttttc cataggctcc geeeecctga cgageatcac
901 aaaaatcgac gctcaagtca gaggtggcga aacccgacag gactataaag ataccaggeg
961 tttcceectg gaagceteect cgtgegetet cetgttccga cectgeegcet taccggatac

1021 ctgtccgect ttcteecttc gggaagegtg gegetttete atagetcacg ctgtaggtat
1081 ctcagttcgg tgtaggtcgt tcgctccaag ctgggcetgtg tgcacgaacc cceecgttcag
1141 cccgaccgct gegcecttate cggtaactat cgtcttgagt ccaacccggt aagacacgac
1201 ttatcgccac tggcagceage cactggtaac aggattagca gagcgaggta tgtaggeggt
1261 gctacagagt tcttgaagtg gtggectaac tacggctaca ctagaagaac agtatttggt
1321 atctgcgctc tgctgaagcec agttaccttc ggaaaaagag ttggtagctc ttgatccgge
1381 aaacaaacca ccgctggtag cggtggtttt tttgtttgca agcagcagat tacgcgcaga
1441 aaaaaaggat ctcaagaaga tcctttgatc ttttctacgg ggtctgacgce tcagtggaac
1501 gaaaactcac gttaagggat tttggtcatg agattatcaa aaaggatctt cacctagatc
1561 cttttaaatt aaaaatgaag ttttaaatca atctaaagta tatatgagta aacttggtct
1621 gacagttacc aatgcttaat cagtgaggca cctatctcag cgatctgtct atttcgttca
1681 tccatagttg cctgactcec cgtcgtgtag ataactacga tacgggaggg cttaccatct
1741 ggcccecagtg ctgcaatgat accgcgagac ccacgetcac cggctccaga tttatcagca
1801 ataaaccagc cagccggaag ggccgagege agaagtggte ctgcaacttt atccgectec
1861 atccagtcta ttaattgttg ccgggaagct agagtaagta gttcgecagt taatagtttg
1921 cgcaacgttg ttgccattgce tacaggcatc gtggtgtcac getcgtegtt tggtatggcet
1981 tcattcagct ccggttccca acgatcaagg cgagttacat gatcceccat gttgtgcaaa
2041 aaagcggtta gctccttegg tecteegate gttgtcagaa gtaagttgge cgcagtgtta
2101 tcactcatgg ttatggcagc actgcataat tctcttactg tcatgccatc cgtaagatgc
2161 ttttctgtga ctggtgagta ctcaaccaag tcattctgag aatagtgtat gcggegaccg
2221 agttgctctt gceecggegte aatacgggat aataccgegce cacatagcag aactttaaaa
2281 gtgctcatca ttggaaaacg ttcttcgggg cgaaaactct caaggatctt accgetgttg
2341 agatccagtt cgatgtaacc cactcgtgca cccaactgat cttcageatc ttttactttc
2401 accagcgttt ctgggtgagc aaaaacagga aggcaaaatg ccgcaaaaaa gggaataagg
2461 gcgacacgga aatgttgaat actcatactc ttcctttttc aatattattg aagcatttat
2521 cagggttatt gtctcatgag cggatacata tttgaatgta tttagaaaaa taaacaaata
2581 ggggttccge geacatttce ccgaaaagtg ccacctgacg tctaagaaac cattattatc
2641 atgacattaa cctataaaaa taggcgtatc acgaggccct ttcgtc
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Anexo I1.- Representacion gréafica de la cAmara de Neubauer; se muestran los campos W
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